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(54) Title: POLYPEPTIDE INDUCING HIV -NEUTRALISING ANTIBODIES 

QO 

)^ (54) Titre : POLYPEPTIDE INDUISANT DES ANTICORPS NBUTRALIS ANT LE VIH 

^ (57) Abstract: The itiveution concerns a polypeptide capable of forming a structure corresponding or analogous to the intermediate . 
state of gp41 and its use in a vaccine for preventing and treating HIV-mediated infections. 

O (5^ Abr6g6 : La presente invention conceme un polypeptide capable de former une structure correspondant a ou mimant I'etat 
5^ intermediadre de la gp41 ainsi que son utilisation dans un vaccin utiiisadon dans la prevention et le traitement des infections par le 
!^ VIH. 
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POLYPEPTIDE INDUISAKT DES ANTICORPS NEUTRALISANT LE VIH 

La presente invention se rapporte a un polypeptide mut6 derivant de la 
proteine gp41, ainsi qu*a un vaccin le comprenant. 
5 La mise au point d'une methode d' immunisation contra le VIH est aujourd'hui Tune 

des priorites de la recherche scientifique. 

Les obstacles majeurs que sont la grande variabilite genetique du virus et la faible 
exposition au systeme immunitaire d'epitofies viraux neutralisants freinent 
considerablement Telaboralion d'une immunity naitralisante, 
10 La glycoproteine d'enveloppe du VIH qui est requise pour conferer au vims son 

caractere infectieux represente la cible d'anticorps peutralisants. Ces caracteristiques ont 
fait de cette derniere un saijet dinvestigat^^ : 

L'enveloppe glycoproteique (env) <5u virus d'inununodeficience humaine-l (VM-l) 
est synthetisee a partir du precursor gpieO qui donn^ sous Taction d'une protease les sous- 
15 unites gpI20etgp41. 

La^ fixation de gpl20/gp41 aux recepteurs pellulaires {CD4 et un r^cepteur des 
chimiokines tel que CCR5 ou CXCR-4) induit un changement de conformation de la gp41 
d'un etat latent (non-fusogene) a un etat fiision-actif (fiisogene). Entre ces deux etats, existe 
un etat transitoire dit "intermediaire^' pendant leqliel la gp41 se presente comme une 
20 proteine membranaire a la fois dans les membranes mrale et cellulaire (Weissenhom et al 
Nature (1997), 387 (663 1), 426-30). 

Des e3q)6rieiices de liaison ont permis d'etablir que r6tat latent non-fusog&ie est 
caracterise par Tinaccessibilite de larges portions de Fectodomaine de la gp41. La gpl20 
interact en effet de sorte a m^quer les epitopes. II a par ailleurs ete montre que inhibition 
2S du changement de structure de Tetat intermediaire vers T^tat fUsogene par des peptides 
utilises en tant que competiteurs pouvait affecter T infection virale, (Weissenhom W. et al, 
Molecular Membrane Biology, 1999, 16, 3-9). 

L'utilisation de I'etat fusogene de la gp41 a des fins vaccinales est decrite dans 
WOOO/40616. Selon cette demande, les helices N peuvent etre utilisees seules ou en 
30 association avec les helices C pour reproduire dans ce dernier cas la conformation fiisogene 
delagp4L 

La demanderesse propose tin nouvel antigene vaccinal utilisable dans la vaccination 
contre le VIH. La demanderesse a en effet mis en evidence pour la premidre fois que Tetat 
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interm^diaire de la gp41 est capable d'induire des anticorps neutraiisant les isolats 
primaires du VIH. 

La presente invention concerne done un polypeptide capable de fonner une structure 
coxrespondant k ou mimant r6tat intermediaire de la gp41. 
5 Selon un mode de realisation, ledit polypeptide comprend au moins une mutation 

selectionnee dans le groupe consistant en : T35I ou L ; V49I ou L ; Q56I ou L ; IIOID ou 
S ;I108DetW94D. 

Selon un mode de realisation particulier, le polypeptide comprend au moins une 
autre mutation selectionnee dans le groupe comprenant les mutations suivantes : G13A, L, 
to M, I, W ou K ; Q17A ou E ; Q18A ou E; A24Q, E, S ou R ; Q28A ; T35I ou L ; V36Q ou 
E ; W37S ouD ; G38A, V, L, I, M ou E ; Q39A, V, L, I, M ouE ; K40E, A, V, L,I ouM ; 
Q41A, V, L, I, MouE ; Q43A, V,L, I, M ouE ;L47AouD ; V49I ou L; R5IA, NouE ; 
Q56I ; C64S ; C70S ; ouL ; W94D ; D98A, V, L, I, MouK; R99A, N ouE; IlOlDou S ; 
YIWM ou E ; I108D ; Ql 19A, V, L, I, H S, N ou R ; E120A ; K121 A ; E123 A ; E125A ; 
15 R153NouAetR173NouA 

Selon un mode de realisation prefere, le polypeptide selon la pr6sente invention 
comprend les mutations suivantes : T35I ; IlOlD ; T35I + Q28I 4-IlOm ; T35I + Q28I + 
IIOID + Qli9N ; IIOID + IIOSD Q131N + W37A ou IIOID + I108D + Q142N + 
L126D ; W37A + IIOID + IIOSD 4- Ql 19N ; ou IIOID + I108D + Ql 19N + L126D. 
20 Selon un autre aspect la presente invention concerne un conjugue comprenant un 

polypeptide selon Tinvention conjugue a une proteine ou un peptide porteur. 

Selon un autre aspect, la presente invention concerne une sequence d'ADN codant 
pour un polypeptide selon rinvention ou pour un coqugue selon Uinvention. 

La presente invention concerne egalement un vectewr d'expression comprenant 
25 ladite sequence d*ADN ainsi qu'une cellule-hote contenant ledit vecteur. 

La presente invention a egalement pour objet un vaccin contre le VIH, comprenant 
au moins un polypeptide tel que defini ci-dessus, ou au moins un conjugue td que defini ci- 
dessus, ou au moins un vecteur d'expression tel que defini ci-dessus, un support 
^ pharmaceutiquement acceptable et 6ventuellement un adjuvant. 
30 Un autre objet de la presente invention a trait au procede de preparation d'un 

polypeptide tel que defini ci-dessus comprenant Texpression dudit polypeptide a partir 
d'une cellule-hdte telle que definie ci-dessus, 

^invention est decrite plus &i details dans la description qui suit. 
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Le phenom^ne de changement de conformation de la gp41 precedant la fiision des 
membranes cellulaires et virales est illustre a la figure 1 , 

La demanderessis a mis evidence de fefon surprenante que Tetat intermediatre de 
lagp41 induisait chez Thomme des anticorps neutralisant les isolats primaires du ^^H. 
S L' induction d'anticorps neutralisant les isolats primaires peut etre aisement d^tenninee par 
le test de neutralisation tel que decrit dans Tarticle de C. Moog et al (AIDS Research and 
human retroviruses, vol 13(1), 13-27, 1997). On estime dans le cadre de la presente 
invention que des anticorps neutralisants ont ete induits par Tantigene teste lorsque le 
serum dilu6 au 1/5^ entratoe une reduction d'un facteur 10 de la quantite de p24 presente 
10 dans le sumageant de culture. 

On entend dans le cadre de la presente invention par « polypeptide correspondant ou 
mimant I'etat intermediaire de la gp41 » un polypeptide, de preference trimerique, 
pr6sentarit dans des conditions vphysiologiqueff une conformation oxiverte. Cette 
conformation ouverte se caracterise par le feit qu'au moins Tune des helices C n'est pas 
15 appariee autour des helices N selon T orientation anti-parallele telle que presente dans la 
forme fusogene. De preference, les trois helices C ne sont pas appariees aux helices N selon 
rorientation anti-parallele telle que presente dans la forme fusogene. Dans une telle 
conformation, il est probable que rhelice C non appariee au trimere central constitue des 
helices N adopte une conformation libre (c< coil »): Dans la conformation ouverte selon 
20 rinvention, les hehces N sont appariees entre elles selon une orientation parallele en 
formant de pr^6rence un trimere. Dans le cas du monomere, la conformation ouverte selon 
rinvention se caracterise par le fait que Thelice C n'est pas appariee a rh6Uce 

L'obtention d'une conformation ouverte peut ^e mise en Evidence par la technique 
de mesure de la fluorescence intrinseque du polypeptide telle que d^crite par Schmid, F X. 
25 (1989) « Spectral methods of characterising protein conformation and conformational 
changes » Creighton, T.E. Protein stmcture- a practical approach. pp251-284, IRL,Oxford 
University Press. En resume, le polypeptide va Stre excite k 295 nm et le spectre d* emission 
de la fluorescence va etre enregistree a 3 10-380 nm, II y a une correlation entre le maximun 
d' emission a ces longueurs d'onde et Tenvironnement des tryptophanes dans la structure. 
30 Un residu tryptophane qui est completement expose au solvant (i.e. environnement 
hydrophile) a un maximum d'emission d'environ 355 nm, alors qu'un residu tryptophane 
qui est protege du solvant (i,e. present a Finterieur du polypeptide) a un maximum 
d' emission d^environ 325 nm, polypeptide selon rinvention presente dans sa forme 
trim&ique 9 residus tryptophane au niveau des interfaces N/C. L'obtention d'^une 
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conformation ouv^e va done se traduire par une augmentation du maximum d'emission 
enre^stre a 310-380 nm. 

Le polypeptide selon I'invention a la particularity d'Stre stable c'est a dire qu'il 
conserve sa conformation intermediaire en conditions physiologiques. La stability du 
5 peptide selon rinvention peut etre aisement contr616e par la tecainique de miCTOcalorimetrie 
- differentielle (DSC) bien connue de 1' homme de Tart. On peut se r^ferer par esemples aux 
articles de A. Cooper et al, Phil Trans. R. Sec. Lon. A (1993) 345, 23-35, et de 
V.V.Plotnikov et al Analytical Biochemistry 250, 237-244, (1997). . 

La demanderesse a egalement mis en evidence de fa9on surprenante que le 
10 polypeptide selon I'invention conservait sa conformation « ouverte » en milieu fortement 
acide. Cette propriet6 feit du polyp^tide selon I'invention un antig^ne vaccinal 
.r.. administrable par voie orale. La demanderesse a eai dEfet montre que I'ectodonaaine de la 
prot^ne gp41 est extremtement thermostable k pH2,5. La mesure du Tm (tenq>^:ature a 
laquelle 50% des protesnes presentes sont d&iature^) de la gp41 dans 50mM de formate de 
15 sodium par DSC (calorim6trie difierentielle k balayage) donne une valeur de 110*'C, le 
debut du phenomene de denaturation appaiaissant i environ 100**C k pH=2,5. La 
thermostabUite de la prot&ne gp41 i pH neutre a 6te dvaluee par Weissenbom et al 
(EMBO, 1996, 7, 1507-1514). Le Tm mesur^ a pH neutre par ces auteurs est de TS^C, ce 
qui signifie que de fa9on surprenante cette proteine est plus stable a pH acide qu'a pH 
20 neutre. Ces r^sultats ont ete confirme par une analyse par dichroifsme circulaire visant a 
calculer le pourcentage d'helice alpha dans la proteine. 

La demanderesse a egalement montre que le polypeptide selon I'invention presentait la 
mSme paiticularite. Cette propri&6 sp6cifique feit du polypeptide selon I'invention un 
andgdne vacdnai de choix pour ime administration par voie orale. 

25 Le polypeptide selon rinvention est constitue de la sequence correspondant k la 

prot&ie gp41 d6pdurvue de tout ou partie, de preference de la totalite, de la sequence 
correspondant au domaine transmembranaire. Le polypeptide selon la presente invention est 
en outre d^pourvu de tout ou partie, de pr6^nce de I'integralite, de la sequence 
correspondant au peptide de fusion. Selon un mode de realisation prefer^ tout ou par^e de 

30 la s6quence correspondant au domaine intracytoplasmique est egalement delete. 

On entend par « gp41 » dans le cadre de la presente invention, une prot6ine gp41 
issue de toute souche du YEHl ou du VIH2, de preference du VIHl, incluant les souches de 
laboratoire et les isolats primaires. On part citer a titre illustratif les souches MN et BX08. 
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La sequence nucleotique et peptidique d'un grand nombre de proteiixes gp41 est 
connue et disponible par exemple sur internet f^^http://hiv w eb.lant.qovA et dans les 
compendium de Los Alamos correspondants. H est clair que toute sequence dans laquelle 
une ou plusieurs mutatioi^ conservatives a ete introduite est egalement incluse dans le 
5 cadre de la presente invention, 

Les differents domaines constitutifs de Iagp41 identifies ci-dessus sont definis ici 
par reference a la sequence de la gp41 LAI telle que representee a la figure 2 dans laquelle 
le 1*^ acide amin6 A est numerote 1. Tous les auteurs ne s'accordent pas sur la definition 
des sequences correspondant au peptide de fiision et au domaine transmembranaire. Selon 
1 0 certains auteurs, le peptide de fiision correspond a la sequence 1-32. 

Bien que la suppression de la sequence 1-23 soit prefer^e, en particulier du fait de la 
presence d*une methionine en position 24, la suppression de la sequence 1-32 est egalement 
appropriee dans le cadre de la presente invention: " 

Concemaht le domaine transmembranaire, certains auteurs estimenl que ce dernier 
15 commence au residu 154. Bien que la suppression de la sequence 173-194 soit preferee, la 
suppression de la sequence 154-194 est egalement envisagee dans le cadre de la presente 
invention, 

Le polypeptide selon T invention peut etre obtenu par mutation de la sequence 
natiirelledela gp41. : : _ . 

20 Selon un mode de realisation prefere, le polypeptide selon Tinvention est prepare a 

partir de la sequence de la gp41 LAI dans laquelle le domaine transmembranaire et le 
peptide de fiision ainsi qu'une partie du domaine intracytoplasmique oiri et^ supprimes, 
Cette sequence est rqwesentee d la figure 3, 

Les mutatioiK identifiees dans la suite sont numerotes par reference a la sequence de 
25 la figure 3 dans laquelle le 1**^ acide amine M est numerote L 

La demanderesse a mis en evidence un certain nombre de mutations qui 
destabilisent la structure de Tetat latent et/ou de Tetat fiisogene de gp41 (a Fetat 
monomerique et/ou trimerique) et/ou stabilisent Tetat intermediaire de gp41 (a Tetat 
monomerique et/ou trimerique), et/ou favorisent la transconformation de I'etat latent a I'etat 
30 intermediaire et/ou defevorisent la transconformation de Tetat intermediaire a Tetat 
fiisogene. Ces mutations permettent de stabiliser le polypeptide selon Tinvention dans une 
confijrmation ouv^e. 

La demanderesse a mis en evidence que le polj^eptide selon la presente invention et 
phis particulierement les helices N et C identifi6es dans la structure k Tetat fiisogene 
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pouvaient &re divisees en quatre regions (numerotees par r^Brence a la sequence de la 
sequence de la figure 3) correspondant respeptivement aux s6quences Ala7-Il625 (re^on 1), 
Giu26-Ala44 (region 2), Arg45-Leu58 (region 3> et Trp94-Lysl31 (region 4) que les 
mutations modifiant les proprietes 61ectrostatiques et/ou ramphiphiliche et/ou les 
5 propriet6s structurales de ces regions conduisent a Fobtention d'un polypeptide en 
conformation ouverte selon Tinvention. La demanderesse a en parliculier mon±r6 que la 
modification de la structure de la region 2, passant d'une structure etendue a une structure 
en helice alpha, entraine la formation de TheliceN et Tobtention d'une conformation 
ouverte. 

10 Les modifications introduites peuvent etre evaluees par des methodes classiques bien 
connues de Thomme de Tart. On peut citer par exemple a titre de methode utilisable la 
methode d'Eisenberg permettant la mesure de rhydrophobicite moyenne et du moment 
hydrophobe moyen le long d'une sequence, r analyse des clusters hydrophobes, des 
potentiels hydrophobes ou des potentiels 61ectrostatiques mol6culaires. Les modifications 

15 de structure peuvent 6tre evaluees par exemple par des 6tudes de dynamique moleculaire 
ainsi que pax des log^ciels de predictions de structures seoondaires tels que PHD^ UPS A, 
etc. Ges m6thodes sont dterites dans les articles suivants : Methode d'£isenberg : 
Eisenberg, D,, Schwaiz, E., Komaromy, M, and Wall, 1984 Journal of Molecular 
Biology. 179 : 123-142 ; Analyse des clusters hydrophobes : Gaboriaud, Bissery, V., 

20 Benchetrit, T. and Momon, IP. 1987. FEBS Letters. 224 (1) : 149-55 ; Potentiel 
d'Hydrophobicite Moleculaire : Brasseur, R. 1991. Jomnal of biological chemistryK 266 : 
16120-16127 ; Potentiel Electrostatique Moleculaire : Delleers, M, and Brasseur, It 
1989 Biochemical Pharmacology^. 38 (15) : 2441-2447 ; Dynamique Moleculaire (Etude 
de la^ stabilite) : Berendsen, HJ.C, van der Spool, D. and van Dmnen, R. 1995 

25 GROMACS . Completer Physics Commumcations. 95 : 43-56 ; Dynamique Moleculaire 
(Transconformation) : Gtulbert, Perahia, D, and Mouawad, L. 1995, Counter 
Physics Commumcations, 91 : 263-273 ; PHD : Rost, B. and Sander, C. 1994 Proteins. 19 : 
55-72 ; NPSA : Combet, Blanchet, Gteourjon, C, and Deleage, G. 2000 Trefuis m 
biochemical sciences. 25 (3) : 147-150. 

30 La demanderesse a montre que les mutations telles que definies ci-dessus et portant 

sur des acides amines de la region 1 defavorisent les interactions de cette region avec les 
regions 3 et 4 dans I'etat latent et/ou avec la region 4 dans i'etat fusogene et /ou favorisent 
la multimerisation de cette region dans I'etat fiisogene. Les mutations telles que definies ci- 
dessus et portant sur des acides amines de la region 2 favorisent une structure de cette 
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region en helice a et/ou la transconfbrmation en une telle structure, et/ou d^vorisent les 
interactions de cette region avec les regions 3 et 4 dans I'dtat latent et/ou avec la region 4 
dans r etat fusogene et/ou favorisent la multimerisation de cette re^on dans I'^tat fusogdne. 
Les mutations telies que definies ci-dessus et portant sur des acides amines de la region s - 
5 favorisent la multimerisation dans I'etat latent et/ou dans I' etat fusogene, et/ou defavorisent 
les interactions de cette region avec les regions 1 et 2 dans I'etat latent et/ou avec la 
region 4 dans I'etat fiisogetie. Les mutations telies que definies ci-dessus et portant sur des 
acides amines de la region 4 favorisent la multim^sation de cette region dans I'etat latent 
et/ou difavorisent les interactions de cette r6gion avec les regions 1 et 2 dans I'etat latent 
1 0 et/ou avec les regions 1, 2 et 3 dans I'^at fasog^e. 

Les r^ionsl h 4 du polyp^tide sdon l' invention aina que la fondion des 
mutations sont r6sum6es dans les figures 4 et 5. Dans la figure 4, les regions 1 i 4 sent 
localises dans la proteinegp41 complete incluant done le peptide de fiision (AAl-23) 
avec le 1*"^ acide amine A numerote 1). > - ■ - 

16 Dans ce qm suit, les acides amin6s sont repr6sent6s par leur code international, et le 

codeLiNNLa indique que I'acide amine represent6 par Li se trouvant en position NN est 
mute en I'acide amine represent^ par L2. 

La preseirte invention a done pour objet un polypeptide qui comprend au moins une 
mutation, de preference deux mutations, selectionnee(s) dans le groupe consistant en :T35I 
20 ou L ; V49I ou L ; Q56I ou L - IIOID ou S ; I108D et W94D, depr6f6rence selectionnee(s) 
dans le groupe consistant en :T35I et IIOID ou S. Cette premiere mutation est de preference 
associee a au moins une autre mutation, de preference ^1^3 mutations, locaHs6e(s) de 
preference dans une ou plvsieurs des regions 1 i 4. Dans le cas aa dojx mutations sont 
s6Iectioimees dans le groupe d-dessus, ces mutatioas sont combin6es a au moins une autre 
25 mutation, de prdlKrence klk2 mutations, localisee(s) de pr6f&-ence dans une ou plusieurs 
des regions 1^4. 

Le polypeptide selon la presente invention comprend de preference au moins 
deux mutations qui defavorisent les interactions entre les helices N/C. Selon un aspect 
particulierement prefere ces deux mutations sont combinees avec au moins ime mutation, 
30 de preference deux mutations, qui favorisent les interactions entre les helices K selon me 
orientation paralieie. Ledit polypeptide ainsi obtenu peut avantageusement comporter en 
outre une ou plusieurs des autres mutations piesentant les effets identifies a la figure 4, et 
en particuUer au moins une des mutations identifiees dans le tableau 1 aux colonnes 3^6. 
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Ces imitations 8uppl6mentaires sont de preference selectionnees dans le groupe 
coinprenant les mutations suivantes : G13A, L, M, I, W ou K ; Q17A ou E ; Q18A ou E; 
A24Q, E, S ou R ; Q28A ; T35I ou L ; V36Q ou E ; W37S ou D ; G38A, V. L, I, M ou E ; 
Q39A, V, L, I, M ouE ; K40E, A, V, L, I ou M ; Q41A, V, L, I, M ou E ; Q43A, V, L, I, M 
5 ou E ; L47A ou D ; V49I ou L ; R51A, N ou E; Q56I; C64S ; C70S ; ou L ; W94D; 
D98A, V, L, I, M ou K ; R99A N ou E ; IIOID ou S ; Y104M ouE ; I108D ; Q119A, V, L. 
I, M, S, N ou R ; E120A ; K121 A ; E123A ; E125A ; R153N ou A et R173N ou A. 
De pr6fa-ence les positions K40 et D98 ne sont pas muttes simultanement. 
A litre d'exemple de combinaisons de mutations suppl6inentaires utilisables dans le 
10 cadre de la presente invention, on peut crter : Q17A + Q18A; Q17A + Q18A + Q28A; 
Q41E + Q43E ; C64S + C70S ; E120A, + K121A ; E120A + E123 A et K121 A + E125A 

Des exemples de polypeptides pr6feres selon la pr6sente invention sont les 
polypeptides comprenant les mutations suivantes:T35I; V49I; Q56I; T35I Q28I 
+I101D ; T35I + Q28I + IIOID + Q 1 1 9N ; ; V49I + Q28I +I101D ; V49I + Q28I + IIOID + 
15 Ql 19N ; Q56I + Q28I +I101D ; Q56I + Q28I + IIOID + Ql 19N ; IIOID ; IIOIS ; I108D ; 
W94D ; IIOID + Q28I + V49I; IIOID + Q28I + Q56I ; IlOlS + Q28I + T35I ; IIOIS + 
Q28I + V49I ; IIOIS + Q28I + Q56I ; I108D + Q28I + T35I ; I108D + Q28I + V49I ; ; 
I108D + Q2SI + Q56I ; W94D + Q28I + T35I ; W94D + Q28I + V49I ; ; W94D + Q28I + 
Q56I ; IIOID + I108D + Q131N + W37A ; I101S+ I108D + Q131N + W37A; W94D + 
20 I108D + Q131N + W37A ; IIOID + W94D + Q13 IN + W37A ; I101S+ W94D + Q131N + 
W37A ; IIOID + I108D + Q142N + L126D ; IIOIS-H I108D + Q142N + L126D ; W94D + 
I108D + Q142N + L126D ; IIOID + W94D + Q142N + L126D ; I101S+ W94D + Q142N 
+ L126D ; T35I + Q28I + IIOIS + Q119N; V49I + Q28I + IIOIS -!- Ql 19N ; Q56I + Q28I 
+ HOIS + QI19N ; T35I + Q28I + llOSD + Q119N ; V49I + Q28I + X108D + QU9N ; 
25 Q56I + Q28I+ I108D + Ql 19N ; T35I+ Q28I + W94D + Ql 19N; V49I + Q28I + W94D + 
Q119N; Q56I + Q28I + W94D + Qn9N ; T35L ; V49L ; Q56L ; T35L + Q28I +I101D ; 
T35L + Q28I + IIOID + Q119N ; V49L + Q28I +I101D ; V49L + Q28I + IIOID + 
Ql 19N ; Q56L + Q28I +n01D ; Q56L + Q28I +I101D + Q119N ; IIOID + Q28I + V49L ; 
HOID + Q28I + Q56L ; IIOIS + Q28I + T35L ; IIOIS + Q28I + V49L ; IIOIS + Q28I + 
30 Q56L ; IIOSD + Q2SI + T35L ; I108D + Q28I + V49L ; I108D + Q28I + Q56L ; W94D + 
Q28I + T35L ; W94D + Q28I + V49L ; W94D + Q28I + Q56L ; T35L + Q28I + IIOIS + 
Q119N; V49L + Q2SI + IIOIS + Q119N ; Q56L + Q28I + IIOIS + Q119N ; T35L + Q28I 
+ I108D + Q119N ; V49L + Q28I + I108D + Q119N ; Q56L + Q28I + I108D + Q119N ; 
T35L + Q28I + W94D + Q119N ; V49L + Q28I + W94D + Q119N ; ou Q56L + Q28I + 
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W94D + QUm ; W37A + liOlD + I108D + Q119N ; ou IIOID + I108D + Q119N + 
L126D, 

Ces polypeptides correspondent de preference k m polypeptide de sequence 
SEQ ID N°2 dans lequel les mutations ra-dessus, ont ete mtrqduites. _ _ 

5 Des exemples de polypeptides particuHerement pr^Kr^s dans le cadre de la presente 

invention sont les polypeptides de sequence SEQ ID N«'2 dans lesquels les mutations: 
T35I ; IIOID ; T35I + Q281 4-IlOlD ; T35H- Q28I + IIOID + Q119N ; IIOID + I108D + 
Q131N + W37A ou IIOID + IIOSD + Q142N + L126D ; W37A + IIOID + I108D + 
Q119N ; ou IIOID + I108D + Q119N + L126D ont 6te introduites. 

10 D'autres modifications peuvent etre apport6es au polypeptide de Tinvention, par 

example pour faciliter 1' expression , et favoriser me meiUeure solubiU^^^^ 
avantageusement remplac«r .une ou les deux cysteines en position .64 et 69 par exemple par 

delas^rine. , ■-t-;---.-^- - 

Bien que le polypeptide selon la jM^ese^ invention pr6sente une conformation 
15 ouverte qui soit stable en conditions physiologiques,. C€^. conformation peut dtre renfonc^e 
par addition de residus cysteines aux extremity du polypeptide. A ce^ 
cysteine supplementaires peuvent dtre ajoutes en N-teiminai ou en C-tmninal, de 
preference en N-terminal du polypeptide selon I'invention pour fixer par covalence le 
IximSre dans une conformation ouverte. Dans ce cas, les a^^^ 

20 pr^&ence mttt^s en cysteine. ^. 

Les mutations prapos6es peuvent Strc combinees pour obtenir un effet de synergie 
ou torn au moins un effet additif. Le polypeptide selon la pr^sente invention comprend de 
preference au moins deux mutations qui d^fevorisent les interactions entre les heUces N/C. 
Selon un aspect particuUetemmt prefer^ ces deux mutations sont combinees avec au moins 

25 une mutation, de pi^f&ence deux mutations, qui fevorisent les interactions entre les 
hSicesN selon une orientation parall^e. Ledit polypeptide ainsi obtenu peut 
avantageusement comporter en outre une ou plusieurs des autres mutations pr6sentant les 
effets identifies a la figure 4, et en particuHer au moins une des mutations identifiees dans le 
tableau 1 aux colonnes 3 a 6. De preference les positions K40 et D98 ne sont pas mutees 

30 simultanement 

Les mutations proposees dam le cadre de la presente invention sont resumees dans le 
tableau L 
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Le polypeptide selon Tinvention peut Stre obtenu par toute technique classique de 
synthese chimique ou de genie g6netique, 

Lorsque le polypeptide est produit par synthese chimique, le polypeptide selon T invention 
peut soit etre synthetise sous la forme d'une sequence unique, soit sous la forme de plusieurs 
5 sequences qui sont ensuite liees les unes aux autres. La synthese chimique peut etre realisee 
en phase solide ou en solution^ ces deux techniques de synthese etant bien connues de 
rhomme de Tart. Ces techniques sont decrites notamment par Atherton et Shepard dans 
« solid phase pqptide synthesis (IRL press Oxford, 1989) et par Houbenweyl dans « method 
der organischen chemie » edite par RWunsch vol, 15-1 et n thieme, Stuttgart, 1974, ainsi 
10 que dans les articles suivants : Dawson PE et al (Synthesis of proteins by native chemical 
ligation Science 1994 ; 266(5 1 86):776-9) ; Kochendoerfer GG et al (Chemical proton 
synthesis, Curr Opin Chem Biol 1999 ; 3(6):665-71); et Dawson PE et al Synthesis of native 
proteins by chemical ligation, Anmi Rev Biochem 2000 ; 69:923-60, 

Le polypeptide selon I'invention peut etre egalement produit par les techniques de genie 

15 genetique bien connues de Thonmie de Fart. Ces techniques sont decrites en details dans 
Molecular Cloning : a molecular manual de Maniatis et al. Cold Spring Harbor, 1989). 
Classiquement, la sequence d'ADN codant pour le polypeptide selon Tinvention est inseree 
dans un vecteur d'expression, mutee par mutagenese dirigee, Lorsque que plusieurs 
mutations doivent &re introduite, une premiere reaction de mutagenese est realisee^ puis le 

20 plasmide mute resultant est utilise comme matrice pour la realisation de la deuxieme reaction 
de mutagenese afin d'obtenir le plasmide comprenant la double mutation, Lorsque 2 
mutations sont s^arees de moim de 5 acides amines, ces deux mutations sont realisees 
simultanement avec un seul oligonucleotide qui porte les deux mutations. 
Le vecteur d' expression renfermant la sequence mutee est ensuite utilis6 pour transformer 

25 une cellule h6te permettant T expression de la sequence d'int6rSt. Le polypeptide produit est 
ensuite isole du milieu de culture par des techniques classiques bien connues de Thoname de 
Tart, teUes que precipitation a Tethanol ou au sulfate d'ammonium, extraction par Tacide, 
chromatographie d'echange d'anion/cation, chromatographie sur phosphocellulose, 
chromatographie d' interaction hydrophobe, chromatographie d'affinite, chromatographie sur 

30 hydroxyapatite et chromatographie sur lectine. De preference, la chromatographie liquide a 
haute performance (HPLC) est utilisee dans la purification. 

Selon le systeme expression utilise (proteine secr6tee ou non) et selon le procede de 
purification, le polypeptide purifie peut se presenter sous difiTerentes formes. H peut etre sous 
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une fonne denaturee ou non denaturee, monomerique ou multimerique. Lorsqu*il se trouve 
sous une forme denaturee il est possible de lui rendre sa conformation ouverte selon 
r invention en utUisant le procede decrit dans Texemple 1. Pour obtenir des formes 
multimeriques et en particulier des trimeres les molecules de polypeptide purifiees doivent 
5 etre placees dans un milieu qui permet aux molecules d'etre parfaitement solubles et 
essentiellement sans interaction entre dies et de preference sans structure secondaire. Pour 
cela on peut utiUser des detergents tels que dodecyl sulfate de sodium, N lauiyl sarcosine, 
Guanidinium chloride, Uree, Thiocyanate de sodium ou des agents chaotropiques. On pouira 
favoriser les conditions desirees par r utilisation de solvants organiques ou r utilisation 
1 Q d'acides. Cette premiere condition etant satisfeite, on place 1' echantilion dans une cassette de 
dialyse pour eliminer une partie des agents chaotropiques, de fapon ^ fevoriser les 
interactions entre les monomeres de polypeptide en conservant am. molecules suffisamment 
de solubilite. Dans une deuxieme etape, la formation des trimeres 6tant favorisee, on dialyse 
completement F echantilion dans un milieu physiologique qui maintient le polypeptide oi 
15 solution ou en suspension. On obtient alors des trimeres du polypeptide selon Finvention 
dans une conformation ouverte. Une telle technique est decrite en detail dans WOOO/08167. 

Tout vecteur d'expression classiquement utilise pour Texpression d'une proteine 
recombinante peut etre utilise dans le cadre de la presente invention. Ce terme englobe done 
aussi bieh les vecteurs d^ejqpression dits « vivants » tels que les virus et les bacteries que les 
20 vecteurs d'expression de type plasmidiques. 

On utilise de pr6f6rence des vecteurs dans lesquels la sequence d*ADN du 
polypeptide selon I'invention est sous la d^endance d'un promoteur fort, inductible ou non 
inductible. On peut dter a titre d'esxemple de promoteur utilisable, le promoteur de T AKN 
polymerase T7. 

25 Les vecteurs d'expression incluent de preference au moins un marqueur de selection. 

De tels marqueurs incluent, par exemple, la dihydrofolate reductase ou la resistance a la 
neomycine pour la culture de cellule d'eucaryote et les genes de resistance a la kanamycine, 
tetracycline ou ampicilline pour la culture dans £L coli et autres bacteries. 

On p^t citer a titre de vecteur d'expression utilisable dans le cadre de la presente 

30 invention les plasmides pET28 (Novagen) ou pBAD (Invitrogen) par exemple ; les vecteurs 
viraux tels que : baculovims, poxviras en particulier les poxvirus decrits dans les brevets 
US 5,942,235, US 5,756,103 et US 5,990,091, les vims de la vaocme recombinants, en 
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particulier les virus recombinants decrits dans les brevets EP 83286, US 5,494,807 
US 5,762,938. 

La mutagenese dirig^e est reaUste selon ies techiuques usuelles couranmient uti^^ 
par I'horame de I'art, par exemple, en, utilisant la polymerase P>m (Quich Change 
5 Mutagenesis Kit, Strategene) ou le kit de mutagenese de Bio-Rad. Les mutations sont 
confirmees par s6quen9age de la fa?on usuelle. Ce type de methode est d^crit en detail dans 
: . le Maniatis et al (Molecular cloning, a laboratory manual cf supra). 

Pour fevoriser I'expression et la purification du polypeptide, ce dernier peut etre 
e3q>rime dans une forme modifiee, telle qu'une proteine de fusion, et peut inclure non 
10 ■ seulement des signaux de sec^^tion, mais aussi des regions fonctionnelies h6terologues 
suppl6raentaires. Par exemple, une region d'acides amines suppl6mentaires, particuli^ement 
des acides amines charges, peut dtre ajout^ au N-terminal du polypeptide pour ameliorer la 
stability et le maintien dans la cellule h6te. 

Pour I'expression du polypeptide, toute cellule hote ckssiquement utilis6e en 
15 association avec les vecteursd'expression decrits ci-dessus peut dtreutilisee. . 

On peut citer a titre d' exemple non limitatif les cellules de E. coli, BL21 (^E3), 
HBlOl, Topp 10, CAG 1139, Bacillus, les cellules eucaryotes telles que CHO ou Vero. 

De preference on utilisera dans le cadre de la presente invention le syst^me vecteur 
d'expression /cellule suivatrt : pET(Cer) /BL21LamdaDE3, ou BL211amdaDE3(RIL). 
20 En fonction de I'hote employ 6 dans la procedure de production par voie 

recombinante, les polypeptides de la presente invention peavent dtre glycosyles ou non- 
glyoosyl6s. En plus, les polypeptides de I'lnvendon peuvent aussi inclure un r^du de 
> metiuonine suppl6mentaireenN-ternmial. 

La presente invention a 6galement pour objet les conjugues comprenant un 
25^ polypeptide selon I'invention et une prot6ine porteur ou tm peptide porteur. 

La prot^e (ou peptide) porteur ren&rce rimmunogenidtt6 du polypeptide selon 
rinvention notamment en augmentant la production d'anticorps sp^cifiques. Ladite prot&ne 
- (ou peptide) porteur comprend de preference un ou plusietsrs epitope(s) T helper. Par 
« epitope T helper », on entend un enchafnement d'acides amines qui, dans le contexte d'une 
■30 ou plusieurs molecules du. MHC classe H, active les lymphocytes T helper. Selon un mode 
de realisation avantageux, la prot^e (ou peptide) porteur utilis^e ameliore U solubilite dans 
I'eau du polypeptide selon rinvention* 
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Comme proteine porteur on peut utiliser par exemple les prot6ines de surface de 
phages comme la proteine pIII ou pVTII du phage Ml 3, les proteines de surface bact6riennes 
comme les proteines LamB, OmpC, ompA, ompF et PhoE d'E, coii, la proteine CotC ou 
CotD de B, Subtilis, les porines bacteriennes comme la porine PI de Neisseria gonorrheae, la 

5 porine PI ou P2 d'H influenzae B, la porine de classe I de N. meningitidis B, la porine P40 
de K, pneumoniae, des lipoproteines telles que OspA de B, bugdorfi, PspA de 
S, pneumoniae, TBP2 de K meningitidis B, TraT d'E. coli ainsi que Tadhesine A de 
S. pn^mioniae ; les « heat shock » proteines telles que Hsp65 ou Hsp71 de M tuberculosis 
ou bovis ou Httn 47 d'R infUenzae type B. Sont egalement particuUdrement appropriees dans 

10 le cadre de la: presente invention, les toxines bacteriennes d6toxifiees comme Tanatoxine 
tetanique ou diphterique, la sous unite B de la toxine cholerique, la sous uniteB de latoxine 
cholerique, la sous unite B de Fendotoxine A deP. aeraginosa ou r exotoxine A de S. aureus, . 

Comme peptide porteur on peut utiliser par exemple dans le cadre de la presente 
invention les peptides p24E, p24N, p24H et p24M decrits dans W094/29339 ainsi que les 

15 peptides PADRE tels que decrits par Del guercio et al (Vaccine (1997) ; voll5/4, p441-448). 
La proteine (ou peptide) porteur est liee a I'extremite N ou C terminale du 
polypeptide selon I'invention par tout procede de conjugaison bien connu de Thomme de 
T art. De plus, la sequence codant pour la prot6ine (ou peptide) porteur peut avantageusement 
etre fiisionnee a la s6quence codant pour le polypeptide selon Tinvention et la sequence 

20 FMultante peut §tre exprimee sous la forme d'lme proteine de fusion par tout procede 
classique. Totites les techniques de genie gen6tique utiles pour ce feire sont decrites dans le 
Maniatis et al, Lesdits conjugues peuvent etre isoles par toxrt proc6de classique de 
purification bien connus de rhomme de Tart. 

La presente invention a egalement pour objet les s6quence5 d*ADN codant pour les 

25 polypeptides et les conjugues selon Tinvention ainsi que les vecteurs d' expression 
comprenant lesdites sequences et les cellules botes transformees par lesdits vecteurs. 

Plutot que d'extraire et de purifier le polypeptide ou le conjugue exprime par le 
vecteur d'expression il est souvent plus facile et parfois plus avantageux d'utiliser le vecteur 
d'expression lui-meme dans le vaccin selon Tinvention, La presente invention a done 

30 egalement pour objet tout vecteur d* expression tel que d6fini ci-^dessus, 

Toute cellule bote telle que defmie ci-dessus transform^ par un tel vecteur 
d'expression est incluse dans le cadre de la presente invention. 
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La presente invention a egalement pour objet les anticorps diriges oontre les 
polypeptides et conjugu6s tels que d6crits ci-dessus. La preparation de tels anticorps est mise 
en oeuvre par les techniques classiques d'obtention d'anticorps polyclonaux et 
monoclonaux bien connues de rhomme de i'art. 
5 Ces anticorps sont particulierement appropries poiir etre utilises dans un schema 

d'immiinisation passive. 

La presente invention a egalement pour objet des vaccins utiles a des fins 
therapeutiques et prophylactiques. Les vaccins selon la presente invention comprennent au , 
moins un polypeptide, au moins un conjugue ou au moins un vecteur d' expression tel que 
10 defini ci-dessus, un support ou cUluant pharmaceutiquement acceptable et eventueliement un 
adjuvant 

La quantite de polypeptide, de conjugue ou de vecteur dans le vaocin selon la 
presente invention depend de nombreux paramMres conune le comprendra rhomme de Tari; 
tds que la nature de la prot^ne porteur, le vecteur utilise ou, la voie d'administration, Une 

15 quantite appropriee est une quantity telle qu'une r6ponse immunitaire humorale capable de 
neutraliser des isolats primaires du VIH est induite apres adnainistration de cette demidre. 
La quantite de polypeptide a administrer est de Tordre de 10 a 100 micro grammes. La 
quantite de conjugue a administrer sera deduite des quantites indiquees ci-dessus en tenant 
compte du PM de la proteine porteur. La quantite de vecteur d'e7q)ression a administrer est 

20 de Tordre de 10 k 5O00 micro grammes dans le cas d'un vecteur non viral et de Tordre de 
10^4 a 10^8 TCID50 dans le cas d'un vectein: viral. 

L^s vaccins selon la presente invention peuvent 6galement cont^iir ua adjuvant. Tout 
adjuvant ou melange d'adjuvants pharmacwtiquement acceptable peut Stre utilise a cette fia 
On peut citer a titre d'exemple les sels d*alumimum tels que Thydroxyde d'aluminium ou le 

25 phosphate tf aluminium. Des agents auxiliaires classiques tels que agents mouillants, charges, 
emulsifiante, tampons etc. p^v«it egalement are additionnes au vapcin selon Tinvention. 

Les vaccins selon la presente invention peuvent dtre pr^ares par tout proc6d6 
classique connu de Thomme de d'art. Classiquement les antigenes selon I'mvention sont 
melanges avec un support ou diluant pharmaceutiquement acceptable, tel que eau ou solution 

30 saline tamponnee au phosphate. Le support ou diluant va etre selectionne en fonction de la 
forme galenique choisie, du mode et de la voie d'administration ainsi que de la pratique 
pharmaceutique. Les supports ou diluants appropries ainsi que les exigences en matiere de 
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formulation pharmaceutique sont decrits en details dans Remington's Pharmacewtical 
Sciences, repr6sentant un ouvrage de reference dans ce domaine. 

Les vaccins mentionnes ci-dessus peuvent dtre administres par toute voie classique, 
habituellement utilisee dans le domaine des vaccins;- telle que- la voie parenterale - 
5 (intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, etc.). On utilisera de preference dans le cadre 
de la presente invention une administration intramusculaire. Une telle administration peut 
6tre realis^e avant^eusement au mveau d^ muscles de -la cuisse ou du bras. Une 
administration par voie rauqueuse nasale, orale, vagjnale ou rectale pewt ^e ^alement 
recommandee dans le cadre de la pr6sente invention. L' administration peut etre r^alisee par 
10 radministration d'une dose unique ou de doses r6p6tees, par exemple a JO, k 1 mois, a 
3 ihois, a 6 mois et & 12 mois. On utilisera de preference les injections k JO , a 1 mois et a 
3 mois avec un rappel dont la periodicite pourra Stre aisement d6tenninee par le.m^decin 
traitant. - . . ..r, : 

Le vaccin selon la presente invention peut avantageusement dtre administre selon un 
15 schema posologique comprenant la co-administration -d'un vector d' expression selon 
I'invention et d'un polypeptide selon Tinvention ou selon un schema de « prime-boost » 
dans lequel le vecteur selon I'invention est administr^ en premier et le polypeptide en tant 
qu'injection de rappel. Dans ces deux schema posologique. le vecteur d'expression selon 
I'invention peut Stre remplace par tout vecteur d'expression exprimant un ou plusieurs 
20 antigenes ou epitopes du VIH differents du polypeptide selon l'inventiQn,: et en partiaUier 
par un vecteur ALV AC ou NYVAC. 

La pr6sente invention entend egalement oouvrir un polypeptide, un conjugu6 ou un 
vecteur tel que defini ci-dessus et le vaodn contenant ces composes pour leur utilisation pour 
mduire des anticorps neutraUsajit des isolate primaires du VIH. 
25 La demanderesse a mis en evidence de &igon surpreaiante que le polypeptide selon 

I'invention 6taient capables apres administration d'induire des anticorps suscqptibles de 
neutraliser des isolats primaires du VIH, Ces antigenes representent done des candidats de 
valeur pour l'61aboration d'un vaccin utilisable pour la protection et/ou le traitement d'un 
grand nombre, voire la totaiit6 des sujets a risques ou infectes par le VIH. 
30 La presente invention conceme done egalement une methode d'induction d'une 

r^onse immunitaire chez un sujet bote induant I'homme comprenant 1' administration d'un 
vaccin selon I'invention. On entend par «une reponse immunitaire » une reponse 
comprenant la production d'anticorps dirig6s spedfiquement oontre le polypeptide selon 
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rinvention. La production d'anticorps specifique& peut dtre aisement detenmnee par des 
techniques classiques bien connues de rhomme de Tart telles que EUSA, RIA, western blot, 
L' invention a ^galement pour objet une m6thode de diagnostic comprenant la mise en 
contact d'un polypeptide selon Tinvention ayec un 6chantillon biologique et la detection des 
5 complexes anticorps/polypeptide formes. 

Le polypeptide selon la presente invention peut en effet etre utilise dans un test 
ELISA pour detecter les anticorps anti-gp41 qui sont presents dans le serum des individus. 
Le polypeptide selon la presente invention est done utile comme outil de diagnostic car la 
presence d*anticorps anti-gp41 est un marqueur fiable d'une infection par le HTV. 
10 : Dans ce cas, le polypeptide selon I'invention est depose sur une plaque ELISA, puis 

mis en contaqt avec des dilutions en sede du serum du patient a tester et enfm mis en contact 
avec un anticorps anti-humain lie a une enzyme. Le complexe anticorps anti- 
humain/anticorps anti-gp41/polypeptide ainsi forme est ensuite detecte par colorimetrie. 

La pr6sente invention va 8tre decrite de fefon phis detaillee dans les temples qui 
1 5 suivent par ref^ence aux figures annexees dans lesquelles : 

La figure 1 est une representation schematique du phenomene de changement de 
conformation de la gp41 qui precede la fusion des membranes cellulaire et virale. 

La figure 2 donne la sequence complete de la gp41 LAI dans laquelle C___) 

represente le peptide de fiision et ( ) represente le domaine transmembranaire. 

20 La figure 3 donne la sequence du polj^eptide derivant de la proteine gp41 LAI qui 

est utilis6 comme produit de depart dans les exemples foumis. 

Les figures 4 et 5 donnent une representation schematique des regions 1 a 4, la figure 
4 resume les fonctions des mutations envisag6es. Les chiSres donnes entre parentheses se 
rSf^eirt aux regions identifiees, « favoriser les -interactions (3-12) » signifiant que les 
25 interactions entre la region 3 et les regions 1 et 2 sont favorisees. 

Les exemples decrits ci-dessous sont donnes a titre purement illustratif de T invention 
et ne peuvent en aucun cas etre consideres comme limitant la portee de cette demiere. 
Exem ple 1 : Preparation de differents polypeptides selon 1* invention 
1-^ clonage de la sequence de la figure 3 dans un vecteur d'expression 

30 

La sequence d' ADN codant pour le polypeptide identifie a la figure 3 a ete clonee dans un 
systerae d'e3Q)ression inductible. 
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Le vecteur utilis6 est le Pet -cer qui est oonstruit a partir du vecteur pET28 de Novagen. Le 
vecteur commercial pET28c a ete amplifie par PGR a Taide de 2 amorces situees de part et 
d'autre de la region correspondant a rorigmeFl, de sorte que le produit amplifie corresponde 
a la quasi totalite du vecteur d'origine moins la region comprenant Torigine PL Les sites de 
5 restriction uniques AscI et Pad sont apportes respectivement par les 2 amorces ayant servi a 
rampiification. Parallelemeht le fragment cer est amplifie a Taide de 2 amorces qui 
permettent obtenir ce fragment encadre par les sites AscI et PacL 
Vecteur et fragment Ger sont digeres par les enzymes AscI et Pad puis ligues entre eux 
Ce vecteur comprend en paiticulier une cassette d'expression sous le controle du promoteur 

10 T7, un polylinker en aval du promoteur T7 pour le clonage du g&ie d'interdt, le fragment 
CER situ6 en aval du polylinker , permettant de diminuer la multimerisatiion des plasmides, 
un teraiinateur de transcription T7 term et le gene de resistance a la kanamycine. 
La regulation positive du promoteur est obtenue en pr6sence de la T7 RNA polymerase. 
2- mutagenese dirigee = - . . • 

15 La mutagenese dirigee pour I'obtention des polypeptides mutes selon T invention est mise en 
oeuvre par utilisation du KIT QuickChange site-directed mutagenesis de Stratagene. 
Pour diaque mutation 2 oligonucleotides de mutagenese qui encadre Tacide amine a muter 
sont d^nis. Par exemple pour la mutation R5 1 A, les oligonucleotides suivants sont utilises : 

20 Sequence de r^^rence — ^ - — ct^ gct^ gaaiaga tac: eta aag gat 

A 

Oligonucleotides' ctg get gtg gaa gca tac eta aag gat 

Oligonucleotide 3' ate ctt tag gta tgc ttc cac age cag 

25 Les 2 oligonucleotides vont s^hybrider a la meme sequence sur les brins complementaires du 
plasmide contenant la sequence a muter La mutation se situe au centre des oligonucleotides 
et elle est bordee par 12 nucleotides de chaque cote. 

La reaction de mutagenese est realisee sur le plasmide de T exemple 1 dans les conditions 
suivantes: on soumet un m61ange contenant ; Tampon de reaction lOX 5^1; plasmide a 
30 muter lOOng/jil l^il; OUgo 5' (I25ng/td ), l^l ; Oligo 3^ (125ng/^l X 1^1. Mix dNTPs 
lOmM, liiK H20 UF, 40|xl et polym&ase thermostable de Pyrococcus furiosus 2,5U/|xl, Ifxl a 
une PGR selon les cycles definis ci-dessous : 95°C, 30" ; 95^C, 30" ; 55*^C, 1' ; 68°C, T/kph 
de plasmide ; 12 cycles ; temperature de fin de reaction : 20**C, 
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^ Utilisation le protocole ci-desssus, les difierents mutants identifies dans le 
tableau 1 ont et6 prepares. 

3- expression 

L'expression des plasmides issus de I'et^e 2 ci-dessus est realisee chez E.coU. Pour ce feire 
5 une souche modifi^e d' E.coli est utilise© :BL21 RiLH>E3, 

Cette souche est enrichie en fRNA rares (ARG, ILE, LEU), elle contient le codant pour 
la T7 RNA polymerase lequel est sous le controle du promoteur lac UV5 inductible par 
addition dTPTG a une concentration de ImM. 

Dans un premier tenq)s la souche est transformee par le plasmide mute selon le protocole 
10 comprenant les et^es suivantes : repiquage de 3 colonies dans 10 ml de LB 
+ANTIBIOTIQIJE ; Incubation une nuit a 3TC ; reensemene^: la preculture au 1 :100 dans 
15ml de LB+ANTIBIOTIQUE au 1:100 ; laisser pousser jusqu'a DO600 de 0.5 ; Prelever 1 
ml pour verifier la DO600 ; prelever 7 ml pour reohantillon non induit ; induire les 7 autres 
ml aveclmM d'IPTGet Induction 3H a 37'*C. 
15 Le m6me protocole a ete mis en oeuvre sur plusieurs litres de culture pour produire une 
grande quantity de bacteries pour purifier le polypeptide mute. 

4- purification 

Le culot cellulaire forme des bacteries r^coltees dans un litre de milieu de culture est 
decongele et repris dans 2x 100ml de tampon Tris 30mM a pH8 en presence d'un inhibiteur 
20 . de protease (Pefabloc, Interchim) a la concentration de 1 0O[aM. Du lysozyme est ajoute a la 
concentration de lOO^ig/ml et le melange est incube 30 minutes a tenqierature ambiante. Les 
cellules sont ensuite cassees par sonication 

(4 cycles de deux minutes) avec une puissance approximative de ISOWatts. La gp41 se 
trouve sous forme -de corps dlnclusion. Ceux-ci sont laves dans un tampon PBS-tween20 a 
25 0,05% a 4''C et ceaitrifiiges pendairt ISminutes k lOOOOg. Apr^s elimination du sumageant, la 
sohibilisation du culot de centiifugation compost essentiellement des corps d'inclusion est 
eflEectuee en une heure a temperature ambiante en agitation douce en presence de 50ml de 
tampon CAPS ipH 10,4 contenant 3% deN-la«rylsarcosine. 

La fi^ction solubilisee est ensuite dialysee a 4'='C contre un tampon Tris BOniM a pH 8 
30 contenant de I'uree 8M (5 bains) et filtree sur un filtre de porosite 0,45nra puis chargee sur 
un colonne Hi-Trap 1ml (Pharmacia). Ces supports de chromatographie d'affinit6 chelatent 
des atomes de Nickel sur lesquels se fixent les residus histidines de I'extremite C terminale 
de la proteine. 
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Apres lavage, I'elution de la proteme est obtenue dans le tampon Tris SOmM a pH8 
contenant de Turee 8M et SOOmM d'imidazole. Les fractions 61u6es soot dialysees dans un 
tampon Tris 30mM a pHS et 8M uree sans imidazole et avec des quantity deca-oissantes 
dWee, en allant jusqu'a 2M. Cette technique permet de purifier toirtes les molecules de gp41 

5 mutantes ou natives en presence ou en absence du peptide de &sion. 

Example 2 : Immunogenicit^ et induction d'anticorps neutralisants 
L'immunog^ne teste dans cet exemple correspond a un polypeptide de sequence SEQ 
ID N°2 dans laquelle la mutation IIOID a ete introdiiite par mutagenese dirigee et qui 
comprend en C-tenninal une sequence d'histidines pour faciliter sa purification. La 

10 pr^aration de I'immunogene a ete mise en oeuvre selon les precedes decrits dans les 
exemples precedents. 

Des groups de 5 cobayes ont ^6 immunises 3 fdis par voie intramusoiilaire (dans la 

cubse, au niveau dU muscle biceps femaris) k 3 semaineS d'intervalle Qours 1, 22 et 43) avec 

20 ^g par dose de gp41 native ou de polypeptide IlOlDi en presence de 6 mg de phosphate 
15 d'aluminium. L'immunogasne a et6 administr6 sous un volume de 0,5 ml, soit 0,25 ml par 

cuisse. Les serums ont ete preleves a Jl, J43 et 151. 

Les serums immuns (J43) individuels et les melanges de s6rums preimmuns (Jl) de 

chaque groupe ont 6te testes en ELISA pour leurs titres anticorps IgG induits contre la gp41 

native et centre la gp 160 MNyLAI-2. 
20 Les senims immuns (J57) individuels et les melees de serums preimmuns (Jl) de 

deux groupes ont d*e test6s poiu: leur activity seroneutralisante vis a vis de T isolat VlH-1 

primaire BxOS. 

Les r^sultats obtenus montrent que le polypeptide selon la presente invention est 
aussi inummoglaae que la gp41 native. 
25 De plus, le test de neutralisation de C. Moog et al a montr^ que le polypq?tide selon 

r invention induisait des anticorps neutralisants. (% de reduction > i. un fecteur 10). 
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KEVENDICAHONS. 

1. Polypeptide capable de formar une strudure correspondant a ou mimant l'6tat 
. intermediaire de la gp41 comprenant au moins une mutation s61ectionnee dans le 

5 groupe consistant en : T35I ou L ; V49I ou L ; Q56I ou L ; 110 ID ou S ; I108D et 

W94D. 

2. Polypeptide selon la revendication 1 comprenant au moins une autre mutation 
saectionnee dans le groupe comprenant : G13A, L, M, I, W ou K; Q17A ou E ; 

10 Qi8AouE;A24Q,E,SouR;Q28A;T35IouL; V36QouE;W37Sou D;G38A, 

V, L, I, M ou E ; Q39A, V, L, I, M ou E ; K40E, A, V, L, I ou M ; Q41A, V, L, I. M 
ou E ; Q43A, V, L, I, M ou E ; L47A ou D ; V49I ou L ; R51A, N ou E ; Q56I ; 
C64S ; C70S ; ou L ; W94D ; D98A, V, L, I, M ou K ; R99A, N ou E ; IIOID ou S ; 
Y104M ou E ; I108D ; Ql 19A, V, L, I. M, S, N ou R ; E120A ; K121A ; E123A ; 

15 E125A;R153Nou AetR173NouA. 

3. Polypeptide selon la revendication 1 ou 2, comprenant les mutations suivantes : 
T35I ; IIOID ; T35I + Q28I +I101D ; T35I + Q28I + IIOID + Q119N ; IIOID 4- 
I108D + Q13 IN + W37A ; IIOID + I108D + Q142N + L126D ; W37A + IIOID + 

20 I108D + Q119N ; ouIlOlD + II08D + Q119N + L126D. 

4. Polypeptide de sequence SeqIDn°2 dans laquelle au moins Tune des mutations 
d66nies dans Tune quelconcpie des revendications 1 i 3 a 6te inbroduite. 

25 • 5. Conjugue comprenant un polypeptide selon I'une des revendications 1 a 4, conjugue k 
une prot6ine ou un peptide porteur. 

6. Sequence d'ADN codant pour un polypeptide selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 4 ou pour un conjugue selon la revendication 5, 

30 

7. Vecteur d'expression comprenant la s&juence d'ADN selon la revendication 6. 

8. Cellule-hdte contenant le vecteur selon la revendication 7. 



BMSOOaDc <WO.__020S3587A2_I_> 



wo 02/053587 



23 



PCT/FR02/00031 



Precede de preparation polypeptide selon I'une quelconque des revendications 1 
a 5 comprenant I'expression dudit polypeptide a partir d'une cellule-hote telle que 
definie dans la revendication 8, 

Vaccin contre le VIH, comprenant au moins un polypeptide selon Tune des 
revendications 1 a 4, ou au moins un conjugue selon la revendication 5 ou aix moins 
un vecteiir d'cKpression selon la revendication?, un support pharmaceutiquement 
acceptable et eventuellement un adjuvant. 

Utilisation d'un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1^4 pour la 
"preparation d'un medicament pour I'induction d'anticoips neutraHsant des isolats 
primaires du Vm. ■ : : ■ • 
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Figure 2 : Sequence complete de la proteine gp41 LAI 

avc ^-iaalfl qf l qaaastm qaasm tltvq arqllsgivq qqnnllraie 49 
aqqhllqltv wgikqlqari laverylkdq qllgiwgcsg klicttavpw 99 
naswsnksle qiwmimtwme wdreinnyts lihslieesq nqqekneqel 149 
leldkwaslw nwfnitnwlw. yiklfimivg glvglrivf vlsdvnrvrq 199 , 
gysplsfqth Iptprgpdrp egieeegger drdrsirlvn gslaliwddl 249 
rslclfsyhr Irdlllivtr ivellgrrc>/ ealkywwnll qvwselkrisa 299 
vsllnataia vaegtdrvie vvqgacraiX;;hiprrirqgl, ^rill, , , 344. 



: peptide de fission (AR 1-23) 
"^^^^^^'i domains trajismeinbranaire (AA17 3-194) 



Figure 3: Sequence du polypeptide d6rivant de la prot^ine 
gp41 LAI utilise© coinme produit de depart dans les exemples 

mtltvqarqllsgivq' qqnnllraie aqqhllqltv wgikqlqari 46 
laverylkdq qllgiwgcsg klicttavpw naswsnksle qiwnnmtwme 96 
wdreinnyts lihslieesq nqqekneqel leldkwaslw nwfnitnwlw 146 
yiknrvrqgy splsfqthlp tprgpdrpeg i 
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Figure 5 
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<110> AVENTIS PASTEUR 

<120> POLYPEPTIDE INDUISANT DES ANTICORPS NEUTRALISANT LE VIH 

<130> PMOlOl 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patentin Ver. 2.1 . , 

<210> 1 - > 

<211> 344 

<212> 

<213> Human immunodeficiency virus type 1 



<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1) . . (344) 

<223> protein© gp41 LAI 

<400> 1 

avgigalflg flgaagstmg aasmtltvqa 
gikqlqaril averylkdqq llgiwgcsgk 
dreinnytsl ihslieesqn qqelmeqell 
1-vglrivfay Isivnxrvrqg ysplsfqthl 
slaliwddlr slclfsyhrl rdlllivtri 
sllnataiav aegtdrviev vqgacrairh 



rqllsgiv-gq qnnllraiea qqhllqltvw 60 
licttavpwn aswsnksleq iwnJ:ittwmew 120 
eldkwaslwn vrfnitnwlwy iklfimivgg 180 
ptprgpdrpe gieeeggerd rdrsirlvng 240 
vellgrrcwe alkywwnXlq vwselknsav 300 
iprrirqgle rill 344 



<210> 2 
<211> 177 
<212> 

<213> Human intmunodeficiency virus type 1 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> fl) , . (177) 

<223> polypeptide derive de gp 41 LAI 
<400> 2 

mtltvqarql Isgivqqqnn llraieaqqh llqltvwgik qlgarilave rylkdqqllg 60 
iwgcsgklic ttavpwnasw snksleqiwn nmtv^mewdre innytsiihs lieesqnqqe 120 
kneqelleld kwaslwnwfn itnwlwyikn rvrqgyspls fqthlptprg pdrpegi 177 
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Box I Observations ^here certain claims were found umearchaMe (Condnuatlaii of iteoi 1 of first sheet) 



TMs intemaiional searchreport has not beeai establ^ 
Claims Nos.: 

because fb&y relate to subject matter not lequired to be seaidied by Ihis AutJiOEHy, natoeJy: 



1. ClaimsNos. 



2. I 1 ClaimsNos.: 

— because they relate to parts of the intematianal application that do not con^ly mth the pxescnbed requirements to such 
an extent "that no meaningfiil international searcih can be earned out, spedfLcaUy: 



3 . p j Claims Nos. : 



because fhey are depeadent claims aiid are not drafted in accordance -vyith the second and third sentences of Rule 6-4Ca). 



Box n Obseiratians where unity of mvendcn is laddng (Contouiation of item 2 of first sheet) 



This Xntenmtional Searching Authority found multiple nrrontions in this international application, as follows; 
SEE SUPPLEMENTARY SHEET 



L I I As aa required additiooaal seardb. fees we tiniely paid by -fi^^ 
searchable daiois. 

2. [ I As aUseaichableclaimsconldb«5 searched wltho^^^ 
— of anyaddrtiDnaifee. 

3, fxl As ordy some ofthe required additional search fees -were timely paid b^ 
^ — ' covers only those (dtois for which fees wese paid, spedfif^ 

1-11 C partiaHy ) cf. Inventions land 4 



4^ I — I No required P^Hitional ganrcb fees were timdy paid by the applicant Comequ^tly, this intematianal search report i 
I — 1 restdctedtofheinveDtiQafestrnfintLonedin^^ itis coiCTedbydaimsNos.: 



Remain on Protest Q The additional search fees wore accon^>amed by the applicaat*s protest. 
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The Intemational Searching Authority has determmed that this international 
appHcation contains more than one invention or groiip of inventions, namely 

1. Claims 1-1 1 (all in part) 



A polypeptide capable of forming a structure corresponding to or 
mimicking the intermediate state of gp41 including at least one T35I 
or L mutation; a conjugate including such a polypeptide, a DNA 
sequence coding for such a polypeptide, an expression vector 
including said DNA sequence; a host cell containing said vector, a 
method for preparing such a polypeptide; an HIV vaccine including 
such a polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparkig a 
drug. ' ' '\ 

2. Claims 1-11 (all in part) 

A polypeptide capable of forming a structure con-esponding to or 
mimicking the intermediate state of gp41 including at least one y49I 
or L mutation, apart from the polypeptides in invention 1; a conjugate 
including such a polypeptide, a DNA sequence coding for such a 
polypeptide, an expression vector including said DNA sequence; a 
host cell containing said vector, a method for preparing such a 
polypeptide; an HIV vaccine including such a polypeptide; and the 
use of such a polypeptide for preparing a drug. 

3. Claims 1-11 (all in part) 

A polypeptide capable of forming a structure corresponding to or 
mimicking the intermediate state of gp41 including at least one Q56I 
or L mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 and 2; a 
conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence coding for 
such a polypeptide, an expression vector including said DNA 
sequence; a host cell containing said vector, a method for preparing 
such a polypeptide; an HTV vaccine including such a polypeptide; and 
the use of such a polypeptide for preparing a drag. 

4. Claims 1-1 1 (all in part) 
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A polypeptide capable of forming a structure corresponding to or 
mimicking the intermediate state of .ap41 including at least one IIOID 
or S mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 to 3; a 
conjugate including such a polypeptide^ a DNA sequence coding for 
such a polypeptide, an expression vector including said DNA 
sequence; a host cell containing said vector, a method for preparing 
such a polypeptide; an HIV vaccine including such a polypeptide; and 
the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

5. Claims 1-11 (all in part) 

A polypeptide capable of forming a structure correspondiQg to or 
mimicking the intermediate state of gp41 including at least one I108D 
mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 to 4; a conjugate 
including such a polypeptide, a DNA sequence coding for such a 
polypeptide, an expression vector including said DNA sequence; a 
host cell containing said vector, a method for preparing such a 
polypeptide; an HTV vaccine including such a polypeptide; and Ihe 
use of such a polypeptide for preparing a drug. 

6. Claims 1-1 1 (all in part) 

A polypeptide capable of forming a structure corresponding to or 
mimicking the intermediate state of gp41 including at least one W94D 
mutation^ apart from the polypeptides in inventions 1 to 5; a conjugate 
including such a polypeptide, a DNA sequence coding for such a 
polypeptide, an expression vector including said DNA sequence; a 
host cell containing said vector, a method for preparing such a 
polypeptide; an HIV vaccine including such a polypeptide; and the 
use of such a polypeptide for preparing a drug. 

7. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one G13A, M, I, W or K mutation, apart from the polypeptides in 
inventions 1 to 6; a conjugate including such a polypeptide, a DNA 
sequence coding for such a polypeptide, an e3q)ression vector 
including said DNA sequence; a host cell containing said vector, a 
method for preparing such a polypeptide; an HTV vaccine including 
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such a polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a 
drug. 

8. Claims 4-11 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one Ql 7A or E mutation, apart from the polypeyptides in^ myesntipns J, 
to 7; a conjugate including sucli a polypeptide, a DNA sequence 
coding for such a polypeptide, an expression vector including said 
DNA sequence; a host ceil containing said vector, a method for 
preparing such a polypeptide; an HIV vaccine including such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for prepa^^ 

9. Claims 4-11 (all in part) 

A polypeptide having tiie sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one Ql 8A or E mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 
to 8; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence 
coding for such a polypeptide, an expression vector including said 
DNA sequ^ice; a host cell containing said vector, a method for 
preparing such a polypeptide; an HTV vaccine including such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

10. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one A24Q, E, S or R mutation, apart from the polypeptides in 
inventions 1 to 9; a conjugate including such a polypeptide, a DNA 
sequence coding for such a polypeptide, an e^qiression vector 
including said DNA sequence; a host cell containing said vector, a 
method for preparing such a polypeptide; an HTV vaccine including 
such a polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a 
drug. 

11. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one Q28A mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 to 10; 
a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence coding for 
such a polypeptide, an expression vector including said DNA 
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sequence; a host cell containing said vector, a method for preparing 
such a polypeptide; an HTV vaccine including such a polypeptide; and 
the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

12. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one V36Q or E mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 
to 1 1; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence 
coding for such a polypeptide, an expression vector including said 
DNA sequence; a host cell containing said vector, a method for 
preparing such a polypeptide; an HIV vaccine including such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

13. Claims 4-11 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one "WBTS or D mutation, apart from the polypeptides hi inventions 1 
to 12; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence 
coding for such a polypeptide, an expression vector including said 
DNA sequence; a host cell containing said vector, a method for 
prep^ing such a polypeptide; an HIV vaccine including such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

14. Claims 4-1 1 (all hi part) 

A polypeptide havmg the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one G38A, V, L, I, M or E mutation, apart from tiie polypeptides in 
inventions 1 to 13; a conjugate mcluding such a polypeptide, a DNA 
sequence coding for such a polypeptide, an expression vector 
including said DNA sequence; a host cell containing said vector, a 
method for preparing such a polypeptide; an HIV vaccine including 
such a polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparmg a 
drug. 

15. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 mcluding at least 
one G39A, mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 to 
14; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence coding 
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for such a polypeptide^ an expression vector including said DNA 
sequence; a host cell containing said vector^ a method for preparing 
such a polypeptide; an HIV vaccine including such a polypeptide; aad 
the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

16. Claims 4-11 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 

one A, V, I or M mutation, apart from the polypeptides in 

inventions 1 to 15; a conjugate including such a polypeptide, a DNA 
sequence coding for such a polypeptide, gn expression vector 
including said DNA sequence; ahost cell containing said vector, a , 
method for preparhig such a polypeptide; an HTV vaccine including 
such a polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a 
drug. 

17- Claims 4-11 (all in part) : 



A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one Q41 A, V, I, M or E mutation, apart from the polj^peptides in 
inventions 1 to 16; a conjugate including such a polypeptide, a DNA 
sequence coding for such a polypeptide, an expression vector 
includiQg said DNA sequence; a host cell contakdng said vector, a 
method for preparing such a polypeptide; an HIV vaccine including 
such a polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a 
drug. 

18* Claims 4-1 1 (ail in part) 

A polypeptide haviag the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one Q43 A, L, I, M or E mutation, apart from the polypeptides in 
inventions I to 17; a conjugate including such a polypeptide, a DNA 
sequence coding for such a polypeptide, an expression vector 
including said DNA sequence; a host cell containing said vector, a 
method for preparing such a polypeptide; an HIV vaccine including 
such a polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a 
drug. 

19. Claims 4-1 1 (all in part) 
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A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one L47A or D mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 
to 18; a conjugate including such a polypeptide, aDNA sequence 
coding for such a polypeptide, an expression vector includii3g said 
DNA sequence; a host cell containing said vector, a method for 
preparing such a polypeptide; an HIV vaccine mcluding such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

20. Claims 4-11 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one R5 1 A, N or E mutation, apart from the polypeptides m mventions 
1 to 19; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence 
coding for such a polypeptide, an expression vector including said 
DNA sequence; a host cell containing said vector, a method for 
preparing such a polypeptide; an HIV vaccine mcluding such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

21. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide havmg the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one C46S mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 to 20; 
. a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence coding for 
such a polypeptide, an esspression vector including said DNA 
sequence; a host ceU contahnng said vector, a method for preparing 
such a polypeptide; an HTV vaccine niclucUng such a polypeptide; and 
the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

22. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide havmg the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one C70S or L mutation, apart from Ihe polypeptides in inventions 1 
to 21; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence 
codmg for such a polypeptide, an expression vector including said 
DNA sequence; a host cell containing said vector, a method for 
preparing such a polypeptide; an HTV vaccine mcluding such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

23- Claims 4-11 (all ui part) 
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A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one D98A5 V, L, I, M or K mutation, apart fix>ni Ihe polypeptides in 
inventions 1 to 22; a conjiigate including such a polypeptide^ a DNA 
sequence coding for such a polypeptide^ an expression vector 
including said DNA sequence; a host cell containing said vectotj a 
method for preparing such a polypeptide; an HIV vaccine including 
such a polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a 
drug, : 

24. Claims 4-11 (all in part) j 

A polypeptide having the sequence SEKJ ID NO 2 including at least 
one R99A, N or E mutation, apart &om Ihe polypeptides in inventions 
1 to 23; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence 
coding for such a polypeptides an-expression vector including said 
DNA sequence; a host cell containing said vector, a method for 
preparing such a polypeptide; an HTV vaccine including such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug, 

25. Claims 4-11 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEO ID NO 2 including at least 
one Y104M or E mutation^ apart from the polypeptides in inventions 1 
to 24; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence 
coding for such a polypeptide, an expression vector including said 
DNA sequence; a host cell containing said vector, a method for 
preparing such a polypeptide; an HTV yaccine including such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug, 

26. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one Q19A, V, I, M, S, N or R mutation, apart from the 
polypeptides in inventions 1 to 25; a conjugate including such a 
polypeptide^ a DNA sequence coding for such a polypeptide, an 
expression vector including said DNA sequence; a host ceU 
containing said vector, a method for preparing such a polypeptide; an 
HTV vaccine including such a polypeptide; and the use of such a 
pol3^eptide for preparing a drug. 
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27. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one E120A mutation, apart firom the polypeptides in inventions 1 to 
26; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence coding 
for such a polypeptide, an expression vector including said DNA 
sequence; a host cell contauiing said vector, a method for preparing 
such a polypeptide; an HIV vaccine including such a polypeptide; and 
the use of such a polypeptide for preparing a drug, 

28. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one K121 A mutation, apart firom the polypeptides in inventions 1 to 
27; a conjugate including such a pol3^eptide, a DNA sequence coding 
for such a polypeptide, an expression vector including said DNA 
sequence; a host cell containing said vector, a method for preparing 
such a polypeptide; an HIV vaccine including such a polypeptide; and 
the use of such a polypeptide for preparing a drug. 

29. Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 inoludiag at least 
one E123 A mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 to 
28; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence coding 
for such a polypeptide, an expression vector including said DNA 
sequence; a host cell containing said vector, a method for preparing 
such a polypeptide; an HEV vaccine including such a polypeptide; and 
tiie use of such a polypeptide for preparing a drug, 

30- Claims 4-1 1 (all in part) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one E125A mutation, apart &om the polypeptides in inventions 1 to 
29; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence coding 
for such a polypeptide, an expression vector including said DNA 
sequence; a host cell containing said vector, a method for preparing 
such a polypeptide; an HIV vaccine including such a polypeptide; and 
the use of such a polypeptide for preparing a drug. 
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31. Claims 4-11 (all inpart) 

A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2 including at least 
one R153N or A mutation, apart jfrom the polypeptides in inventions 1 
to 30; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence 
coding for such a polypeptide, an expression vector including said 
DNA sequence; a hosd;.ceU:containing said vector, a method for : . 
preparing such a polypeptide; an HEV vaccine including such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug. 



32. Claims 4-11 (all in part) 



A polypeptide having the sequence SEQ ID NO 2-inciuduig at least 
one R173N or A mutation, apart from the polypeptides in inventions 1 
to 3 1 ; a conjugate including such a polypeptide, a DNA sequence 
coding for such a polypeptide, an expression vector including said 
DNA sequence; a host cell containing said vector, a method for ^ 
preparing such a pol3^eptide; an HTV vaccine mcluding such a 
polypeptide; and the use of such a polypeptide for preparing a drug. 
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C.(sutte) DOCUMENTS CONSIDEFSS COMME PERnNENTS 



Catigorie°| Idanurieati on des documents eltte.aveclecas «oheant, I'tndicBtiondes passages p»TtinentB 



WO 00 40616 A (WEISS CAROL D ;WILD CARL T 
(US)) 13 jumet 2000 (2000-07-13) 
cite dans la demande 
page 6, llgne 4 - I1gne 6 
page 7, llgne 1 - llgne 12 
page 21, llgne 4 - ligne 7 
page 29, llgne 3 - Hgne 26 
revendi cations 1-43 

CAO J. ET AL.: "Effects of amino acid 
changes in the extracellular domain of the 
human immunodeficiency virus type 1 gp41 
envelope glycoprotein." 
JOURNAL OF VIROLOGY, 
vol. 67, no. 5, 1993, pages 2747-2755, 
XP001030658 
ISSN: 0022~538X 
* "discussion" * 
tableau 1 

WENG Y. ET AL.: "Structure-function 

studies of the self-assembly domain of the 

human immunodeficiency virus type 1 

transmembrane protein gp41." 

JOURNAL OF VIROLOGY, 

vol, 74, no. 11, Jul n 2000 (2000-06), 

pages 5358-5372, XP002218221 

ISSN: 0022-538X 

le document en entier 

LACASSE R. ET AL.: "Fuslon-conpetent 
vaccines: Broad neutralization of primary 
isolates of HIV" 
SCIENCE, 

vol . 283, no. 5400, 

15 janvier 1999 (1999-01-15), pages 

357-362, XP002120812 

ISSN: 0036-8075 

page 358, colonne du milieu, dernier 
alinea -page 359, colonne de gauche, 
al 1 nea 1 

page 361, colonne du milieu, dernier 
alinea 

WEISSENHORN W. ET AL. : "ATOMIC STRUCTURE 
OF THE ECTODOMAIN FROM HIV-1 6P41" 
NATURE , 

vol . 387, no. 6631, 

22 mai 1997 (1997-05-22), pages 426-430, 

XP001002849 

ISSN: 0028-0836 

Cite dans la demande 

le document en entier 

-/- 



no. des revendicalions visees 



1-11 



1-11 



1-11 



1-11 



1-11 
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C.(suite) DOCUMENTS COMSIDHIES COMME PERTINENTS 



C^tig^cHle -j Idflnilfic^lon des documonte oM^ avacle cas ^oheatit, rincBcalioncies passages pertinents 



no. d@s rdvendk^tionsvisees 



MALASHKEVICH V. N. ET AL.: "Crystal 
structure of the simian immunodeficiency 
virus (SIV) gp41 core: Conserved helical 
Interactions underlie the broad inhibitory 
activity of gp41 peptides" 
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCE. WASHINGTON, US, 
vol- 95, no. 16, 4 aoQt 1998 (1998-08-04), 

pages 9134-9139, XP002170630 

ISSN: 0027-8424 

le document en entler 

MONTEFIORI D. ET AL. : "Toward an HIV type 
1 vaccine that generates potent, broadly 
cross-reactive neutral izirig antibodies" 
AIDS RESEARCH AND HUMAN,. RET ROVIRUSES, _. 
vol. 15, no. 8, 20 mai 1999 (1999-05-20), 
pages 689-698, XP002144409 
ISSN: 0889-2229 
page 695, colpnne de gauche 
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1-11 



1 



Fornuilaii^ PCTDiawai 0 (suite de la d«j>*mft iexAlte) (julltet 10B2) 
BNSEXXaD: <WO ^020S35a7A3j_> 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande internationals n** 
PCT/FR 02/00031 



Cadre i Observatione - lorsqu'iE a ete estim^ que certaines revenciicaiions ne pouvaient pas fairs l objet d'une recherch^ 
($uit& du point 1 de la premiere fei^le) 



Conformemeni a I'articiG 17.2)a). certaines revendicatlonsn'ont pas fait Tobjet tfune recherche pour ies motifs suh/ants: 
^ ■ n u"n (5)5et a Pegard duquel radminlslrafion n'est pas tenue de procfider a ia rechercha, a savoir: 



^" D srrappolSnfl dL\^^^^ la demande Internationale qui ne remplissent pas suTflsamment ies conditicais prescrites pour 
qu'une recherche significative pulsse §tre effectuee, en parHtaiHer: 



^' ^— ^ sont des"rev^5ca^^ dependantes et ne sont pas r^digees confomi6merrt aux dlsposStiorts de la deuxJfem© et de la 
trCHSl&ne phrases de !a regie 6.4,a). 



Cadre II Observations - lorsqu y a absence d'unlt§ de f invention (suite du pwnt 2 de la premiere f euiBe) 



L'adminlstratiffli charges de la recherche tnternattonale a trouv6 plusleurs inventions dans ia demands mtemafionale. a savoip. 

voir feuille supplement aire 

1 I — I Comme toutes lee taxes addtlonnelles ant ete payees dans Ies delals par le deposant, le present rapport de recherche 
I ! internatlonale porte sur touies les revendlcattons pouvant faire robjet d'une recherche. 

2 rn Comme toutes les recherches portent sur les revendloaljon© qui s'y pretalent ont pu etre eff ectuees sans effort pariiculler 
■ — jusfiflantune lasce addlfionnelle. raditdnisbatlon n'a sollicitd le paiementd'auoune taxe de cette nature. 



3 nn Comme une partle seulement des taxes addltionnelles demandSee a ete payee dans Jes del^s par Je deposan^ I© present 
IXJ report de recherche tntarnatlonale ne porte que sur les revendlcations pour lesquales les taxes ont 6^ payees, a savoir 
les revendicaflons n °® 

1-11 (partial lement) cf. inventions 1 et 4 



4 I — ] Aucune taxe addmonnelle demandee n^a ete payee dans les delals par ie deposant En consequence, te present rapport 

' I 1 de recherche Internationale ne ports que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans Jes revendlcations; elle est 

couverte par les revendfcatlons n °' 



Remarque quant a la resetve Q Les taxes addltionnellcs etaient accompagnees cf une reserve de la part du deposar : 

[Y] U paiement des taxes addiaonnelles rf^tait assorts d'aucune resefve. 
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L' administration chargie de ta recherche internationale a trouve ^ 
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande internationale, a 
savoir: 

1. revendi cations: 1-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide capable de former une structure correspondant i 
ou mimant Tetat 1 nterm§di ai re de la gp41 comprenant au 
moins une mutation T35I ou L; conjugue comprenant un teV 
polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, 
vecteur d'expression comprenant cette sequence d'ADN; 
cellule-hSte contenant ce vecteur, precede de preparation 
d'un tel polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. _ 



2. revendications: 1-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide capable de former une structure correspondant a 
ou mimant Tetat 1 ntermedi ai re de la gp 41 comprenant au 
moins une mutation V49I ou L sauf les polypeptides contenus 
dans Tinvention 1; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d*ADN; cellule-hote 
contenant ce vecteur, proced§ de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



3. revendications: 1-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide capable de former une structure correspondant a 
ou mimant 1 'etat intermedial re de la gp41 comprenant au 
moins une mutation Q56I ou L sauf les polypeptides contenus 
dans les inventions 1-2; conjugue comprenant un tel 
polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, 
vecteur d'expression comprenant cette sequence d'ADK; 
cellule-h6te contenant ce vecteur, precede de preparation 
d'un tel polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



4. revendications: 1-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide capable de former une structure correspondant a 
ou mimant I'^tat 1 ntermedi aire de la gp41 comprenant au 
moins une mutation IIOID ou S sauf les polypeptides contenus 
dans les Inventions 1-3; conjugue comprenant un tel 
polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, 
vecteur d'expression comprenant cette sequence d'ADN; 
cellule-h8te contenant ce vecteur, proc^d^ de preparation 
d'un tel polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
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polypeptide; et utilisation d*un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 

5. revendl cations: 1-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide capable de former une structure correspondant a 
ou mimant I'etat intermediaire de la gp41 comprenant au 
moins une mutation I108D sauf les polypeptides contenus dans 
les Inventions 1-4; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d' express ion comprenant cette sequence d'ADN; cellule-li6te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



6. revehdi cations: 1-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide capable de former une structure correspondant a 
ou raimant T6tat intermediaire de la gp41 comprenant au 
moins une mutation W94D sauf les polypeptides contenus dans 
les inventions 1-5; conjugue comprenant un tel poljq^eptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-hote 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



7. revendi cations: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation G13A,L,M,I,W ou K sauf les polypeptides contenus 
dans les inventions 1-6; conjugu4 comprenant un tel 
polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, 
vecteur d'expression comprenant cette sequence d'ADN; 
cellule-h5te contenant ce vecteur, proced§ de preparation 
d'un tel polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



8. revendi cations: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation Q17A ou E sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-7; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-hote 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
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preparation d'un medijaament. 



9. revendl cations: 4-11 (toutes parti ell ement) ^ 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation Q18A ou E sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-8; conjugui comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d 'expression comprenant cette sequence d';ADN; cellule-hote 
contenant ce vecteur, proced§ de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin centre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



10. revendi cations: 4-11 (toutes parti ell ement) I 

Polypeptide de sequence SEQ ID WO: 2 comprenant au moins une 
mutation A24Q,E,S ou R sauf les polypeptides contenus dans 
les inventions 1-9; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-hote 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 

11. revendi cations: 4-11 (toutes partiellement) ^ 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 compirenant au moins une 
mutation Q28A sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-10; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-hote 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 

12. revendlcations: 4-11 (toutes parti ell ement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation V36Q ou E sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-11; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-hote 
contenant ce vecteur, proced§ de preparation d'un tel 
Dolvpeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament.. 
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13. re vend i cat ions: 4-11 (toutes partlelleroent) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au molns une 
mutation W37S ou D sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-12; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d' expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-hSte 
contenant ce vecteur, proc§de de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin centre le VIH comprenant un tel 
. polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. , 



14. re vend1 cations: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: Z comprenant au moins une 
mutation G3SA,V,L,I,M ou E sauf les polypeptides contenus 
dans les inventions 1-13; conjugue comprenant un tel 
polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, 
vecteur d'expression comprenant cette sequence d'ADN; 
cellule-h5te contenant ce vecteur, proced^ de preparation 
d'un tel polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



15. revendi cat ions: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au molns une 
mutation Q39A,V,L,I,M ou E sauf les polypeptides contenus 
dans les inventions 1-14; conjugue ccanprenant un tel 
polypeptide, sequence d'ADW codant pour un tel polypeptide, 
vecteur d'expression comprenant cette sequence d'ADN; 
cellule-hote contenant ce vecteur, procede de preparation 
d'un tel polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



16. revendi cat ions: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au molns une 
mutation K40E,A,V,L,I ou H sauf les polypeptides contenus 
dans les Inventions 1-15; conjugu§ comprenant un tel 
polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, 
vecteur d'expression comprenant cette sequence d'ADN; 
cellule-hete contenant ce vecteur, procede de preparation 
d'un tel polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



17. revendi cations: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au molns une 
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mutation Q41A,V,L,I,M ou E sauf les polypeptides contenus 
dans les Inventions 1-16; conjugue comprenant un tel 
polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, 
vecteur d 'expression comprenant cette sequence d'ADN; 
cellule-h6te contenant ce vecteur, procede de preparation 
d'un tel polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



18. fevendlcations: 4-11 (toutes partieTl^ment)- ■-.^■^■^^■-^.y-— - --^ 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation Q43A,V,L,I,M ou E sauf les polypeptides contenus 
dans les Inventions 1-17; conjugue comprenant un tel 
polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, 
: vecteur d'expression comprenant cette sequence d'ADN; 
eel luTe-hote contenant ce vecteur, procede de preparation 
d'un tel polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'uti tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. . 



19. revendications: 4-li (toutes partiellement) ^- v : 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation L47A ou D sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-18; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-hote 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



20. revendications: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation R51A,N ou E sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-19; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur ^ 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-hote 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



21. revendications: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation C64S sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-20; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
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d' express ion comprenant cette sequence d'ADN; cellule-hote 
contenant ce vecteur, procide de preparation d'un tei 
polypeptide; vaccin centre le VIH comprenant un tei 
polypeptide; et utilisation d'lin tei polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 

22. revendl cations: 4-11 (toutes partiellanent) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation C70S ou L sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-21; conjugue comprenant un tei polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tei polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-hote 
contenant ce vecteur, procedi de pr§paration d'un tei 
polypeptide; vacdn contre le VIH comprenant un tei 
polypeptide; et utilisation d'un tei polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 

23. revendi cations: 4-11 (toutes parti ell ement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation D98A,V,L,I,M ou K sauf les polypeptides contenus 
dans les inventions 1-22; conjugue comprenant un tei 
polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tei polypeptide, 
vecteur d'expression comprenant cette sequence d'ADN; 
cellule-nete contenant ce vecteur, precede de preparation 
d'un tei polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tei 
polypeptide; et utilisation d'un tei polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 

24. revendications: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation R99A,N ou E sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-23; conjugue comprenant un tei polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tei polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-hote 
contenant ce vecteur, precede de preparation d'un tei 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tei 
polypeptide; et utilisation d'un tei polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 

25. revendications: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation Y104M ou E sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-24; conjuguS comprenant un tei polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tei polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-hote 
contenant ce vecteur, precede de preparation d'un tei 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tei 
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polypeptide; et utilisation d*un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament • 



26. revendl cations: 4-11 (toutes part 1 ell ement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation Q19A,V,L,I,M,S,N ou R sauf les polypeptides 
contenus dans les inventions 1-25; conjugue comprenant un 
tel polypeptide, sequence d'ADN codant pour un tel 
polypeptide, vecteur d' expression comprenant cette sequence 
d'ADN; cellule-hote contenant ce vecteur, precede de 
preparation d*un tel polypeptide; vaccin centre le VIH 
comprenant un tel polypeptide; et utilisation d*un tel 
polypeptide pour la preparation d'un medicament- 



27. revendications: 4-11 (toutes parti ell ement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID ..N^^^^^ 2 comprenant au moins une 
mutation E120A sauf les polypeptides contenus dans Tes 
Inventions 1-26; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un. tel polypeptide, vecteur 
d'expressl on comprenant cette sequence d'ADN; cellule-hote 
contenant ce vecteur, precede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin centre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 



28. revendications: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation K121A sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-27; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur ^ 
d'expresslen comprenant cette sequence d*AON; cellule-hSte 
contenant ce vecteur, precede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin centre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un mSdicament • 



29, revendications: 4-11 (toutes partlell ement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation E123A sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-^28; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expressien comprenant cette sequence d'ADN; cellule-hSte 
contenant ce vecteur, precede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin centre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un medicament. 
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30. revendi cations: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 contprenant au moins une 
mutation E125A sauf les polypeptides contenus dans les 
Inventions 1-29; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-hote 
contenant ce vecteur, precede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d*un tel polypeptide pour Ta 
preparation d'un medicament. 

31. revendi cations: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation R153N ou A sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-30; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-h8te 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparation d'un midicament. 

32. revendi cations: 4-11 (toutes partiellement) 

Polypeptide de sequence SEQ ID NO: 2 comprenant au moins une 
mutation R173N ou A sauf les polypeptides contenus dans les 
inventions 1-31; conjugue comprenant un tel polypeptide, 
sequence d'ADN codant pour un tel polypeptide, vecteur 
d'expression comprenant cette sequence d'ADN; cellule-hSte 
contenant ce vecteur, procede de preparation d'un tel 
polypeptide; vaccin contre le VIH comprenant un tel 
polypeptide; et utilisation d'un tel polypeptide pour la 
preparat-ion d'un medicament. 
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